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This study was carried out to evaluate the intercurrence of brucellosis and enzootic
leucosis in buffaloes in extensive production system by establishing the prevalence of re-
agent buffaloes for specific diagnostic tests. We analyzed 232 animals serologically by the
technique of double immunodiffusion in agarose gel (AGID) for diagnostic of leucosis and
the tampon acidified antigen (TAA) test, followed by confirmatory tests of 2-mercaptoetha-
nol (2-ME) and slow serum agglutination (SSA) in tubes for diagnostic of brucellosis. The
prevalence of buffaloes that were positive for leucosis and brucellosis tests were 4.21%
(10/232) and 5.18%(12/232) respectively. The results of this investigation indicated that
the diseases occur in the population studied, however, with low prevalence and without

depending on the occurrence of both.

INDEX TERMS: Brucella abortus, VLEB, bubalines , Maranhio.

RESUMO.- Objetivou-se com este estudo avaliar a inter-
corréncia entre leucose enzodtica e brucelose em bufalos
(Bubalus bubalis) em sistema de producdo extensivo, pelo
estabelecimento da prevaléncia de bubalinos reagentes
as provas diagnésticas especificas. Foram analisados so-
rologicamente 232 animais, pela técnica de imunodifusao
dupla em gel de agarose para diagndstico de leucose enzo-
oOtica e o teste do antigeno acidificado tamponado, seguida
pelos testes confirmatérios 2-mercaptoetanol e soroaglu-
tinacdo lenta em tubos para diagnéstico de brucelose. As
prevaléncias de bufalos que apresentaram positividade
para leucose e brucelose foram 4,21% (10/232) e 5,18%
(12/232), respectivamente. Os resultados obtidos nesta
pesquisa permitiram concluir que as infec¢des estudadas
encontram-se presentes na populagdo avaliada, entretan-
to, com baixa prevaléncia e sem dependéncia de ocorrén-
cia entre ambas.
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TERMOS DE INDEXACAO: Brucella abortus, VLEB, bubalinos, Ma-
ranhdo.

INTRODUCAO

A leucose enzoodtica e a brucelose sdo doencas infecto-
-contagiosas cosmopolitas, caracterizadas pela evolucido
cronica e por grandes prejuizos que determinam a pecu-
aria bovina nacional ao comprometerem a performance
produtiva dos rebanhos, reduzindo a producdo, estabele-
cendo sucessivas condenagdes de carcacas em matadouros
e restringindo o comércio de animais, além do aumento dos
custos com servicos veterinarios (Paulin & Neto 2003, Silva
et al. 2008, Barros Filho et al. 2010).

A hipdtese da intercorréncia da leucose com doencas
bacterianas vem sendo postulada (Melo et al. 2000, Men-
des et al. 2011) sob a fundamentac¢do de dois fatores que
podem interferir de forma interdependente e associada na
etiopatogenia das doencgas envolvidas, como: manejo sa-
nitario a que sdo submetidos os rebanhos e as caracteris-
ticas imunolégicas do Virus da Leucose Enzo6tica Bovina
(VLEB) (Mendes et al. 2011).

O papel do VLEB no desencadeamento de bacterioses
oportunistas de importancia clinico-epidemiolégica e em
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saude publica, como a brucelose, é desconhecido. Admite-
-se, entretanto, que o comprometimento da integridade do
sistema imunolégico pela agdo imunodepressora do VLEB,
que penetra e incorpora-se no genoma linfécitario por tem-
po indeterminado (Castro et al. 1988), associado a evidén-
cias imunocitolégicas de que infecta mondcitos circulantes
(Heeney et al. 1992) aumenta a susceptibilidade do hospe-
deiro a outras infec¢des (Burny & Mammerickx 1987).

Adicionalmente, estresse do hospedeiro advindo da
vida produtiva (lactagdo e maximizacdo de ganho de peso)
e, principalmente, de doengas intercorrentes, desempenha,
provavelmente, importante papel no desencadeamento da
replicacdo dos retrovirus no organismo infectado, condigao
clinico-imunitaria que inclui o VLEB e sua ampla dissemi-
nacdo nos rebanhos bovinos (Wyers 1975, Mendes et al.
2011).

Nesse contexto potencialmente critico, em que infec¢ao
e doenga representam praticamente o mesmo risco na ca-
deia epidemioldgica, uma realidade cada vez mais presente
nos rebanhos é o alastramento do virus e a iminéncia da
instalagio de um estado de enzootia da brucelose. E preci-
so, pois, a implementagio sistematica de medidas sanita-
rias que visem o diagnéstico e o controle dessas enfermi-
dades (Mendes et al. 2011).

Diante do exposto, enfatizando a importancia do conhe-
cimento dessas enfermidades, realizou-se este estudo com
o objetivo de avaliar a intercorréncia entre leucose enzoo6-
tica e brucelose em rebanhos bubalinos da Baixada Mara-
nhense.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

0 estudo foi realizado em rebanhos bubalinos criados na Bai-
xada Maranhense. Esta regido esta localizada na porg¢do noroeste
do Estado do Maranhio (1°00’- 4°00’S e 44°21’ - 45°21’W), abran-
ge extensas areas sujeitas a inundagdes e, apresenta tensdo ecolo-
gica entre as formagdes de cocais ao Sul; cerrados a Leste; floresta
Amazonia a Oeste e sistemas marinhos a Norte (Santos 2004).

A economia da baixada Maranhense é baseada em atividades
agropecuarias, onde predomina a tradicional pecudria extensiva
de gado de corte, concentrada em médios e grandes produtores, e
a dindmica e expansiva pecuaria leiteira, concentrada em peque-
nos e médios produtores. Esta regido detém o maior rebanho bu-
balino do estado do Maranhdo com um efetivo de 48.305 animais
e confere ao estado do Maranhdo o segundo lugar no cenario na-
cional na producdo desta espécie animal (Maranh&o 2010).

Animais

A populagdo estudada foi constituida por fémeas bubalinas
com aptidao para corte, mesticas da raca Murrah, ndo imunizadas
contra brucelose, com idade superior a 24 meses (Brasil 2001,
2004, 2006).

Delineamento amostral

O tamanho da amostra foi estabelecido em fungdo de alguns
critérios epidemiolégicos como, tipo de exploragio, categoria
animal e a 4rea geogréfica, utilizando-se a técnica de amostragem
preconizada pelo Centro Panamericano de Zoonoses (1988) e
pelo Centro Panamericano de Febre Aftosa (Astudillo 1979), re-
lacionados ao estudo de prevaléncia das enfermidades cronicas
infecciosas.
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As propriedades de exploracdo pecudria envolvidas neste
estudo encontravam-se submetidas a praticas de manejos seme-
lhantes, onde os rebanhos eram criados de forma extensiva. As
propriedades apresentavam limitados recursos técnicos e baixa
rotatividade de animais.

Para a determinag¢do do nimero de amostras bubalinas a ser
examinada foi estabelecido 16,0% como a prevaléncia minima
estimada da infecgdo por virus da leucose enzodtica bovina (Te-
noério 2003), admitindo-se uma margem de erro de 20%, depo-
sitando-se nesse resultado um grau de confianca de 95%, desta
forma, obteve-se 232 como nimero minimo de amostras a serem
testadas.

Colheita das amostras de sangue

As amostras foram colhidas no periodo de julho a dezembro
de 2010, por meio de venopungio da jugular, apds antisepsia e
com auxilio de agulha descartavel 40 x 12 mm, sendo acondicio-
nadas em tubos de ensaio estéreis que permaneceram inclinados
e em repouso para facilitar a retragdo do coagulo até o processa-
mento laboratorial. Foram centrifugadas durante 15 minutos com
forca real de centrifugacdo igual a 2000G e o soro obtido foi trans-
ferido para tubos plasticos e armazenado a -20°2 C.

Durante a coleta das amostras foi aplicado questionario epi-
demiolédgico para obtengao de informagdes referentes as proprie-
dades, aos animais estudados e ao manejo sanitario.

Testes diagndsticos

As analises soroldgicas foram realizadas no Laboratdrio de
Diagnéstico de Doengas Infecciosas do Curso de Medicina Veteri-
naria da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA).

Leucose enzootica bovina (LEB). As amostras séricas foram
examinadas pela Imunodifusido Radial Dupla de Ouchterlony-ID-
GA-LEB (Birgel 1982), reconhecida mundialmente para detec¢do
de anticorpos séricos especificos anti-VLEB, por meio de um subs-
trato de difusdo gelatinoso utilizando-se antigeno glicoproteico
(gp 51), extraido do envelope do virus da leucose enzodtica bovi-
na e produzido pelo Instituto de Tecnologia do Parana - TECPAR .
A leitura foi realizada 72 horas apds a montagem do sistema.

Brucelose. O Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) foi re-
alizado como teste de triagem para deteccdo de anticorpos anti-
-Brucella utilizando antigeno produzido pelo TECPAR.

As amostras reagentes no AAT foram submetidas simulta-
neamente ao 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Soroaglutinagdo Lenta
em Tubos (SAL) utilizando antigeno produzido pelo TECPAR. A
interpretacdo dos resultados foi realizada mediante a legislagio
em vigor (Brasil 2004).

Analise de dados.

Os resultados obtidos foram analisados através do programa
Instat 2.0 versdo 2003, considerando um nivel de significancia de
5% (P < 0,05). Inicialmente foi procedida a analise de contigéncia
usando-se o teste de Fischer para verificar a existéncia de depen-
déncia entre as variaveis Leucose Enzodtica e Brucelose. Neste
caso, quando o valor de P fosse inferior a 5% rejeitar-se-ia a hip6-
tese de independéncia, indicando existéncia de relagido (associa-
¢d0) entre essas duas variaveis.

RESULTADOS

Das 232 amostras de bufalos (Bubalus bubalis) avaliadas
no estudo para diagnéstico de leucose enzoébtica 4,31%
(10/232) foram positivas.

Em relacdo a brucelose, a prevaléncia de bufalos rea-
gentes ao teste do Antigeno Acidificado Tamponado foi de
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5,18% (12/232). As amostras positivas neste teste foram
submetidas aos testes confirmatérios (2-mercaptoetanol e
soroaglutinacdo lenta em tubos) e, todas reagiram positiva-
mente, com titulos de anticorpos que variaram de 1:100 a
1:200, confirmando a infeccdo nestes animais.

Na populagao estudada, a prevaléncia de bufalos rea-
gentes simultaneamente aos testes IDGA e sorolégico para
brucelose foi 0,87% (2/232). A andlise de contigéncia por
meio do teste exato de Fischer demonstrou independéncia
na ocorréncia entre as duas enfermidades (P>0.05).

DISCUSSAO

Este é o primeiro relato de anticorpos anti-VLEB em bufa-
los (Bubalus bubalis) no Estado do Maranhao.

Os critérios preconizados por Shettigara (1986) permiti-
ram avaliar que a populagido avaliada apresentou prevalén-
cia classificada como de baixa intensidade e, que a leucose
enzodtica mantém-se em indices baixos em bubalinos da
Baixada Maranhense, entretanto, estes resultados eviden-
ciam que o VLEB esta circulando na populacao estudada.

A baixa frequéncia observada nesta pesquisa pode estar
associada, possivelmente, aos fatores classicos de influén-
cia relacionados ao manejo, a génese da doenga e a sua di-
namica clinico-epidemioldgica (DiGiacomo 1992, Mendes
etal. 2011). De um modo geral, a baixa prevaléncia pode ter
ocorrido também em func¢do do refinamento racial ou do
grau de mesticagem dos rebanhos, uma vez que os animais
avaliados eram na totalidade mestigos da raga Murrah.

A raga é um atributo que interage em condigdes na-
turais, de forma indissociavel, com as normas de criagao.
Classicamente, tém-se estabelecido que a doenga ocorra
com mais frequéncia no rebanho leiteiro refinado (ragas
leiteiras) por ser manejado de forma mais intensiva quan-
do comparado aos rebanhos criados de forma extensiva. O
sistema de criagdo intensivo origina lotagdo exagerada das
criacdes, além de ser submetido a manipulagdes tecnologi-
cas, que mal aplicadas facilitam a transmissdo horizontal
(principalmente as formas iatrogénicas) ou vertical (trans-
placentaria) do VLEB (Mendes et al. 2011).

Neste estudo, os resultados obtidos, demonstraram
que a baixa disseminagio do virus nos animais estudados,
considerando a semelhan¢a do manejo implementado,
ocorreu, provavelmente, pelo baixo fluxo de animais nas
propriedades, bem como pela baixa introdu¢do de animais
importados de outros estados e paises. Moraes et al. (1996)
sugerem que a introduc¢do da infeccdo pelo VLB no reba-
nho brasileiro esta associada a importagdo de animais po-
sitivos de outros paises.

Foi observado desconhecimento dos produtores sobre
leucose, assisténcia médico-veterinaria deficiente, além da
auséncia de um programa de sanidade animal que contem-
ple a erradicagdo desta enfermidade que interfere de forma
negativa na produtividade dos rebanhos.

Os resultados demonstram que a brucelose encontra-se
em baixos indices nos rebanhos bubalinos avaliados. Esse
valor foi equivalente aos dados oficiais que indicam a pre-
valéncia de animais soropositivos para brucelose entre 4
e 5% (Brasil 2006), bem como levantamentos anteriores
realizados no Maranhdo para bovinos (Santos et al. 2007).

A baixa frequéncia para anticorpos anti-Brucella abor-
tus identificada no estudo deve-se aos efeitos de um con-
junto de ag¢des sanitarias oficiais conduzidas ao longo das
ultimas décadas em praticamente todas as regides do pais.

Positividade simultidnea aos testes IDGA e sorologico
para brucelose indica presen¢a de bubalinos potencial-
mente infectados e fontes naturais do VLB e/ou de Brucella
abortus nos rebanhos, entretanto, nio foi verificada asso-
ciacdo entre essas duas variaveis (P>0,05), o que reforca a
hipétese de independéncia destas enfermidades no reba-
nho estudado.

Infecgdo e doenca representam mesmo risco na cadeia
epidemioldgica da LEB e brucelose, logo, os bubalinos, por-
tadores inaparentes de infeccdo, sdo elementos precurso-
res da génese das duas doengas na populacdo examinada,
sendo seu reconhecimento indispensavel para proje¢do do
problema, possibilitando o mapeamento de focos e a ante-
cipa¢do de medidas mais efetivas de combate por meio de
programas sanitarios oficiais (Mendes et al. 2011).

Os animais infectados podem apresentar diminuicdo da
produtividade, representar condenagdes de carcagas em
matadouros, restricdes comerciais e aumento dos custos
com servicos veterinarios. Além disso, considerando o ca-
rater irreversivel da infeccdo pelo VLEB e Brucella abortus
associado ao carater zoonoético da brucelose, para o sanea-
mento de rebanhos, os bubalinos reagentes devem ser sa-
crificados, o que implica em prejuizos para os produtores.

A presenca de anticorpos anti-VLEB e anti-Brucella
abortus representa deterioracdo das condicdes de saude
dos animais examinados, pertencentes basicamente a pe-
quenos produtores, os quais, ao recorrerem a mecanismos
alternativos de atencdo Médico Veterindria ou tentarem
obter ganhos comerciais, promovem o transito e trafico de
bovinos infectados entre suas criagdes, podem disseminar
estes agentes no Estado do Maranhio.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta pesquisa, considerando a
analise e interpretacdo dos aspectos sanitarios da leucose
e da brucelose nos rebanhos bubalinos examinados, permi-
tiram concluir que a prevaléncia encontrada para ambas as
enfermidades foi baixa.

Entretanto, a presenca de anticorpos anti-VLEB e anti-
-Brucella abortus indica que os agentes etiologicos estdo
circulando na popula¢ido bubalina da Baixada Maranhense
e representam alerta aos servigos de vigilancia veterinaria
pelo risco iminente de comprometimento da satde dos re-
banhos bubalinos e, pelo carater zoonotico da brucelose.

A infecgdo simultdnea de poucos animais sugere que o
VLB desempenha pouca influéncia no desencadeamento da
brucelose bubalina.
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